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RESUMEN
El uso de explosivos en actividades como la minería, obras civiles y excavación
entre otras, generan residuos peligrosos en el medio al que ha sido expuesto,
alterando sus condiciones fisicoquímicas y biológicas normales; lo anterior se
debe a la generación de subproductos los cuales son solubilizados y lixiviados a
suelos y aguas; por lo tanto surge la necesidad de utilizar un método que de
manera natural elimine o minimice la concentración de los compuestos
generados al medio ambiente luego de su detonación o abandono.

Una alternativa para este problema es el uso de microorganismos nativos
aislados a partir de ambientes con presencia de explosivos para la
biodegradación de estos compuestos y los subproductos generados por su uso;
estos microorganismos se encargan de eliminar los residuos peligrosos de
manera natural minimizando el impacto causado por estas sustancias; en el
presente proyecto se realizó el aislamiento y evaluación de posibles cepas
degradadoras del explosivo Pentolita a partir de suelos, aguas y lodos con
presencia de explosivos mediante presión selectiva; la actividad degradadora se
evaluó mediante la reducción de sustrato, lográndose determinar cepas con
mayor capacidad degradadora.

Para dar cumplimiento a lo planteado anteriormente se implementaron varias
fases: inicialmente se hizo un muestreo de suelos, aguas y lodos con presencia
de explosivos; a partir de estas muestras se realizó el pre-enriquecimiento de
los microorganismos en medio mineral líquido

con fuente de carbono y

explosivo para aislar y mantener el crecimiento de cepas degradadoras; luego
se hizo una resiembra en medio mineral con fuente de carbono y explosivo para
la selección y repique de los morfotipos que fueron evaluados mediante la
determinación de la forma, borde, elevación, textura y color; posteriormente se
determinó el porcentaje de degradación del explosivo de cada aislamiento por
reducción de sustrato mediante presión selectiva; lo anterior se cuantificó por
cromatografía líquida de alta eficiencia(HPLC).
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ABSTRACT
The use of explosives in activities such as mining, civil works and excavation
among others, generate hazardous waste in the environment to have been
exposed, altering their normal biological and physicochemical conditions, the
above due to the generation of products which are solubilized and leachate to
soil and water, so the need arises to use a method that naturally eliminates or
minimizes the concentration of the compounds to the environment generated
after detonation or neglect.

An alternative to this problem is the use of native microorganisms isolated from
environments with the presence of explosives for the biodegradation of these
compounds and the products generated by their use, these microorganisms are
responsible for removing hazardous waste in a natural way to minimize the
impact caused by these substances in this project was the isolation and
assessment of potential explosive-degrading strains Pentolite from soil, water
and sludge in the presence of explosives by selective pressure, the degrading
activity was assessed by the reduction of substrate is able to determine
degrading strains with higher capacity.

To comply with the points made previously implemented several phases: initially
took a sample of soil, water and sludge in the presence of explosives from these
samples were pre-enrichment of microorganisms in liquid mineral medium with
carbon source and to isolate and maintain explosive growth of strains degrading,
then replanting was a mineral medium with carbon source and explosive for the
selection and the ringing of the morphotypes were evaluated by determining the
shape, edge, elevation, texture and color; later determined the percentage of the
explosive removal of each insulation substrate reduction by selective pressure,
the above was quantified by high performance liquid chromatography (HPLC).
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1. INTRODUCCION

Debido a las diferentes actividades mineras, civiles y militares, en las cuales se
usan de manera continua explosivos como la Pentolita, se hace necesario el
manejo de los residuos peligrosos que se generan por la exposición, no
detonación o abandono del mismo; generalmente en los suelos o aguas
expuestas a explosivos se encuentran microorganismos degradadores de este
tipo de compuestos, los cuales utilizan el explosivo como fuente de energía,
carbón y/o o nitrógeno, mineralizándolos o en su defecto generando
subproductos que no causan impacto ambiental negativo; es por esto que es
indispensable involucrar procesos biológicos como la biodegradación de
compuestos xenobióticos, para reducir el impacto del explosivo, minimizando de
esta manera el riesgo que estos representan en el medio ambiente y la salud
humana.

Hasta la fecha en Colombia no existen reportes de trabajos en biodegradación
de explosivos como la Pentolita, en donde se usen cepas bacterianas aisladas
a partir de suelos, aguas o lodos con presencia de explosivos; lo anterior
generaría un campo de acción en la industria de los explosivos, en lo referente
a su fabricación, uso en minería, obras civiles y aplicaciones militares. Por lo
anterior en el presente proyecto se seleccionaron las cepas bacterianas con
mayor

capacidad

de

degradación

del

explosivo

Pentolita,

para

que

posteriormente sean usadas en la biodegradación de esta sustancia mediante
la conformación de consorcios bacterianos. Además la determinación de la
presencia de este tipo de organismos en suelos contaminados con explosivos
así como la posibilidad de promover su desarrollo puede ser muy conveniente
cuando se piensa en la biorremediación como una opción para el tratamiento de
sitios contaminados.
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ANTECEDENTES

En el país a la fecha no se encuentran investigaciones sobre la biodegradación
de la Pentolita; por el contrario con respecto a TNT y PENT existen diferentes
tipos de estudios, tales como los realizados por Zobell y Davis en 1949 y 1956;
en estas investigaciones se determinó el potencial de los microorganismos para
la biodegradación de explosivos, aplicándose la técnica de biolabranza
mezclando el suelo contaminado con estos compuestos mediante la adición de
nutrientes en condiciones aeróbicas.

El estudio realizado por Graham (1959) Llevó a cabo un trabajo de investigación
relacionado con el Pentaeritritol (PENT); se basó en el aislamiento de bacterias
capaces de metabolizar sustancias relacionadas con PETN en donde se
realizaron aislamientos de la Agrobacterium radiobacter subgrupo B.

En el estudio realizado por Alexander (1965), se formalizó la idea general de la
capacidad biodegradadora de los microorganismos como el principio de
infabilidad microbiana. Expreso la observación empírica de que, si se dan las
condiciones adecuadas en el medio, ningún compuesto orgánico natural es
totalmente resistente a la biodegradación.

Se determinaron que Los organismos capaces de crecer en 2,4

y 2,6

dinitrotolueno (2,4-DNT y 2,6-DNT) Lewis (1996); Nishino (2000); Spanggord
(1997), como su única fuente de carbono y de energía se han aislado de los
sitios contaminados. Los datos de estos estudios sugieren que el ataque inicial
en el dinitrotoluenos implica la actividad de las enzimas dioxigenasa, lo que por
un ataque electrofílico enzima monoxigenasa en un aromático, nitro-sustituidos
átomo de carbono.

En la universidad de la Salle se han realizado dos investigaciones encaminadas
al aislamiento y evaluación de la capacidad degradadora de cepas
12

degradadoras de explosivos (PENT y TNT).En la primera tesis titulada “
Remoción del tetranitrato de pentaeritritol (petn) en agua residual sintética
mediante bacterias nativas aisladas de ambientes con presencia de explosivos”(
Carvajal y Herrera. 2009) se lograron aislar un total de 74 cepas, las cuales
fueron analizadas mediante HPLC dando como resultado cinco cepas con una
remoción de sustrato del 100%; la segunda investigación titulada “Remoción de
trinitrotolueno (TNT) en agua residual sintética mediante bacterias aisladas de
ambientes con presencia de explosivos”( Bravo y Aldana 2009) planteó una
alternativa

preliminar de

reducción del explosivo TNT en agua residual

sintética a partir de aislamientos bacterianos que posean capacidad
degradadora del explosivo. Como resultado se obtuvieron 58 cepas, de las
cuales 3 tuvieron una remoción del 100% del explosivo.

Las dos anteriores investigaciones arrojaron resultados importantes para la
ejecución de este proyecto, ya que luego de un proceso de investigación se
determinó cual era el tipo de medio de cultivo que se ajustaba a las condiciones
requeridas de las cepas aisladas y a los resultados que se querían obtener en
la investigación; también se toma como directriz la metodología utilizada en las
anteriores investigaciones, adaptándose para este proyecto con el uso de la
Pentolita.

13



JUSTIFICACION Y DELIMITACION DEL PROYECTO

Debido a las diferentes actividades mineras, civiles y militares, en las cuales se
usan de manera continua explosivos como la Pentolita, se hace necesario el
manejo de los residuos peligrosos que se generan por la exposición, no
detonación o abandono del mismo; generalmente en los suelos o aguas
expuestas

a

estos

contaminantes

se

encuentran

microorganismos

degradadores de este tipo de compuestos los cuales se utilizan como fuente de
energía, carbón o nitrógeno, mineralizándolos o en su defecto generando
subproductos que no causan impacto ambiental negativo; es por esto que es
indispensable involucrar procesos biológicos como la biodegradación de
compuestos xenobióticos, para reducir el impacto del explosivo, minimizando de
esta manera el riesgo que estos representan en el medio ambiente y la salud
humana.

Hasta la fecha en Colombia no existen reportes en los cuales se haya trabajado
la biodegradación del explosivo Pentolita mediante el uso de cepas bacterianas
aisladas a partir de suelos, aguas o lodos con presencia de explosivos; lo
anterior generaría un campo de acción en la industria de los explosivos, en lo
referente a su fabricación, uso en minería, obras civiles y aplicaciones militares.
Por lo tanto en el presente proyecto se pretende seleccionar las cepas
bacterianas con mayor capacidad de degradación del explosivo Pentolita, para
que posteriormente sean usadas en la biodegradación de esta sustancia
mediante la conformación de consorcios bacterianos. Además la determinación
de la presencia de este tipo de organismos en suelos contaminados con
explosivos así como la posibilidad de promover su desarrollo puede ser muy
conveniente cuando se piensa en la biorremediación como una opción para el
tratamiento de sitios contaminados.
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2. OBJETIVOS

2.1.

OBJETIVO GENERAL

Aislar y evaluar bacterias degradadoras de Pentolita a partir de muestras de
suelos, agua y lodos con presencia de explosivos.

2.2.


OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener mediante presión selectiva cepas bacterianas con posible
capacidad degradadora a partir de muestras de agua, suelos y lodos con
presencia de explosivos.



Determinar las cepas bacterianas con mayor capacidad degradadora de
Pentolita mediante la reducción de sustrato.

15

3. MARCO TEORICO

Actualmente se conocen diferentes métodos, físicos, químicos y biológicos para
tratar ambientes contaminados con explosivos, entre los que se destacan la
incineración de suelos, el compostaje y biodegradación. Sin embargo, algunos
estudios demuestran que la degradación biológica de compuestos nitroaromáticos representa ventajas frente a las otras soluciones, debido a que es
un tratamiento ambientalmente amigable, económico, seguro para el personal
que lo realiza y efectivo debido a que no traslada el contaminante de un
ambiente a otro, sino que realmente lo trasforma en metabolitos simples e
inocuos (Zoe y Neil, 2006).

Como parte del tratamiento de estos ecosistemas contaminados se desarrollan
técnicas como es el caso del cultivo de microorganismos mediante cultivos
axenicos; esta técnica se utiliza para lograr su aislamiento y estudio
cultivándolos en medios selectivos. Madigan et al. (2004) asegura que cuando
las bacterias crecen en la superficie de un medio de cultivo sólido, las células
en división permanecen aproximadamente fijas en su posición y forman masas
de muchos millones de células visibles. Las colonias así formadas varían desde
un tamaño diminuto, apenas visible, hasta masas de varios milímetros de
diámetro.

Según el estudio realizado por Madigan et al. (2004) se pudo verificar que el
tamaño, forma, textura, color y en algunos casos olor de las bacterias, son a
veces, muy orientativos para la identificación de las bacterias que la componen.
Aunque estas características dependen a menudo de la naturaleza del medio
de cultivo y de las condiciones de incubación, cuando éstas se controlan, son
constantes.
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Desde el punto de vista microscópico, la diferencia más importante entre las
bacterias es su forma, existiendo tres tipos morfológicos claramente
distinguibles: formas esféricas o cocos, formas alargadas o bacilos, formas
curvadas, comas o espirilos (Madigan et al, 2004).

3.1.

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS.

Como parte del estudio para llevar a cabo tratamientos biológicos para la
degradación de explosivos, está el aislamiento de bacterias a partir de muestras
naturales; esta se realiza, en la mayoría de los casos, mediante la generación
de colonias aisladas en cultivos sólidos. Según lo descrito por Granados y
Villaverde (2008), el crecimiento masivo de las bacterias permite que se
reproduzcan grandes cantidades de las mismas, a partir de una única célula
inicial, la cual después de un periodo de incubación prolongado, manteniendo
las condiciones ambientales adecuadas, produce una colonia que puede ser
identificada a simple vista, formada por varios individuos idénticos a los cuales
se les llama “clon bacteriano”.

Debido a la complejidad química que caracteriza a todos los compuestos
xenobióticos, buscar los microorganismos adecuados para la biodegradación de
los mismos, implica tener conocimiento de áreas en donde se encuentre una
contaminación histórica, es decir que el compuesto ha permanecido presente
en el mismo lugar durante largos periodos de tiempo, con el objetivo de
encontrar microorganismos que han conseguido adaptarse a su presencia,
desarrollando un potencial degradador que les permite aprovecharlo en su
metabolismo como única fuente de carbono y/o nitrógeno (Zaripov et al. 2004;
Oh et al. 1998).

Sin embargo, no todos los microorganismos presentes en las muestras
ambientales son cultivables, esto debido a dificultades intrínsecas en el cultivo
(microorganismos parásitos de otros), al desconocimiento de los requerimientos
17

específicos de cultivo y a la existencia de grupos de microorganismos que
deben mantenerse en equilibrio para poder sobrevivir.
Existen procedimientos de enriquecimiento del número de bacterias de
ambientes naturales para facilitar su aislamiento. Uno de ellos es la Columna de
Winogradski en la cual se crea un microcosmos para enriquecer el número de
ciertos tipos de microorganismos presentes en ambientes naturales con objeto
de facilitar su aislamiento.

Dentro del cultivo de microorganismos se encuentra uno denominado cultivo
puro (axénico) 1 que contiene sólo un tipo de microorganismos. Los cultivos
puros se inician a partir de colonias aisladas, de manera que todos los
individuos del mismo tengan la misma composición genética, sin embargo, cada
vez se conoce más sobre el funcionamiento de las comunidades bacterianas,
ya que un cultivo puro supone unas condiciones no naturales y que, por
consiguiente, la fisiología de los microorganismos en ambientes naturales
puede ser diferente de la que presentan en condiciones de cultivos puros.

La morfología de las colonias es una de las características básicas de las
bacterias y es indispensable su estudio para comenzar correctamente una
identificación; La morfología bacteriana debe considerarse desde dos puntos de
vista, primero como células individuales observables sólo al microscopio y
segundo como colonias bacterianas apreciables a simple vista, después de
desarrollarse en la superficie de medios de cultivo sólidos; Las colonias
bacterianas,

compuestas

por

masas

de

células

individuales,

tienen

características de tamaño, consistencia, textura y color que poseen un valor
sistemático, al igual que la morfología celular.

Cuando las bacterias crecen en la superficie de un medio de cultivo sólido, las
células en división permanecen aproximadamente fijas en su posición y forman
1

Cultivo Axénico: Un cultivo microbiano que contiene una única clase de microorganismo (Madigan et
al., 2009).
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masas de muchos millones de células visibles a simple vista. Las colonias así
formadas varían desde un tamaño diminuto, apenas visible, hasta masas de
varios milímetros de diámetro.

Según Granados y Villaverde (2008), el tamaño, forma, textura, color y en
algunos casos olor de las bacterias son a veces, muy orientativos para la
identificación de las bacterias que la componen. Aunque estas características
dependen a menudo de la naturaleza del medio de cultivo y de las condiciones
de incubación, cuando éstas se controlan cuidadosamente, son muy constantes
y, en muchas ocasiones, tienen un valor diferencial considerable.

3.1.1. MORFOLOGÍA MACROSCÓPICA: ESTUDIO DE LA FORMA Y
ESTRUCTURA DE LAS COLONIAS
Es importante considerar que un mismo microorganismo puede dar lugar a
distintos tipos de colonias según el tipo de medio de cultivo e igualmente
distintos de colonias similares; De cualquier manera la verificación de las
diferentes formas, tamaños y aspectos de las colonias sirve como un dato más
en la tipificación taxonómica del microorganismo problema lo cual es una
medida de control para una siembra correcta; Lo ideal es que las colonias se
encuentren más separadas entre sí y que en el proceso de la siembra no haya
habido contaminación.

Tras el periodo de incubación estimado como el adecuado en el medio de
cultivo solido donde se ha realizado la siembra, deberán aparecer pequeñas
masas visibles a simple vista que han sido formadas por el crecimiento en ese
punto de una célula bacteriana. (Granados y Villaverde, 2008).

Estas colonias presentaran una característica macroscópica fácilmente
reconocible y variable en función de características o tipo de medio de cultivo
sólido donde se ha desarrollado dicho microorganismo, criterio de gran
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importancia a la hora de hacer una valoración taxomica de los mismos, el tipo
de microorganismos problema; por ejemplo, los microorganismos con mayor
movilidad presentan mayor tendencia a dar colonias extendidas y planas con
respecto a microorganismos que no presentan estas características

En la siguiente tabla se presenta la forma, superficie, borde y elevación que
caracterizan la morfología de las colonias bacterianas.
Tabla 1.superficie, borde y elevación de colonias bacterianas

ELEVACION

SUPERFICIE

BORDE

FORMA

Umbilicada

Lisa

Entero

Puntiforme

Planas

Rugosa

Ondulado

Circular

Papilada

Anular

Lobulado

Rizoide

Cónvexa

Radiada

Filamentoso

Irregular

Espiculado

filamentosa

Acuminada

Plano-convexa

Fusiforme

Fuente: Granados Pérez R, Villaverde Peris M. Bacteriología, Características Y Clasificación Bacteriana.
(1997).
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En las figura 1 se presentan la descripción de la forma, elevación y borde de
las colonias bacterianas, las cuales facilitan su identificación.
Figura 1.Forma, elevación y borde de colonias

FUENTE: Granados Pérez R, Villaverde Peris M. Bacteriología, Características Y Clasificación
Bacteriana. (1997)
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3.2.

BIORREMEDIACIÓN DE SUELOS

El termino biorremediación proviene del concepto de remediación, que hace
referencia a la aplicación de estrategias físico-químicas para evitar el daño y la
contaminación del suelo. En el caso particular de la biorremediación se centra
en la remediación “biológica”, basada esencialmente en la capacidad de los
microorganismos para
contaminantes;

los

degradar en forma natural ciertos compuestos

sistemas

biológicos

frecuentemente

utilizados

son

microorganismos o vegetales. La biorremediación permite reducir o remover los
residuos potencialmente riesgosos presentes en el ambiente. (EFB, 1999).

La biorremediación tiene como fin degradar contaminantes orgánicos o
disminuir la toxicidad de otros contaminantes inorgánicos como metales tóxicos
a través de la actividad biológica natural, principalmente la de los
microorganismos, mediante reacciones que forman parte de sus procesos
metabólicos. Estos tratamientos utilizan bacterias, hongos y plantas para
detoxificar las sustancias de riesgo para el hombre y el medio ambiente. Para
que los tratamientos de biorremediación de suelos sean efectivos no sólo hay
que tener en cuenta factores biológicos, como la existencia de poblaciones
microbianas que son susceptibles de transformar los contaminantes, la
presencia de nutrientes, oxígeno u otros aceptores de electrones alternativos,
sino también factores ambientales como el tipo de suelo, la temperatura y el pH.
(Ortiz et al., 2006).

Según Gutiérrez et al. (2001), La biorremediación es una técnica para el
tratamiento de suelos y aguas, en donde los microorganismos u otro tipo de
seres vivos (plantas, hongos), usan como fuente de energía y/o carbono las
sustancias químicas peligrosas presentes en el medio (el contaminante), las
degradan en unas menos toxicas, tanto para el medio ambiente como para la
salud humana, produciendo CO2, agua y biomasa.
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3.3.

MÉTODOS UTILIZADOS PARA LA DEGRADACIÓN DE
EXPLOSIVOS

Existen diversos métodos para remediar suelos contaminados con explosivos,
la mayoría de estos incluyen alternativas fisicoquímicas como la incineración,
detonación y vertimientos. Sin embargo, el impacto ambiental generado es alto,
debido a que estos compuestos pueden llegar a contaminar y ser persistentes
en ambientes como agua subterránea, suelo y aire, afectando el medio
ambiente. (EPA, 1993; Clark y Boopathy, 2007; Boopathy et al., 1997; Kulkarni y
Chaudhari, 2007).

Según Rodgers y Bunce (2001), la incineración y detonación son alternativas de
remediación ex situ y son comúnmente empleadas por su efectividad y rapidez,
aunque son considerados métodos peligrosos y costosos por los equipos
empleados. De igual forma, estas alternativas incrementan la contaminación del
aire, debido a la producción de gases y compuestos (NOx, monóxido de
carbono y dioxinas) que son perjudiciales para la salud y el medio ambiente.

Teniendo en cuenta que las soluciones fisicoquímicas empleadas para el
tratamiento de ambientes contaminados con explosivos, presentan en su
mayoría un gran número de desventajas como los altos costos para su
implementación y la necesidad de tecnología de punta, surge la necesidad de
utilizar métodos biológicos como la biorremediación, los cuales permiten
eliminar estos compuestos y sus subproductos de manera eficiente y
controlada. Durante la biorremediación se busca la degradación completa
(mineralización) de los explosivos a través del metabolismo microbiano (Eweis
et al., 1999; Rodgers y Bunce. 2001; Atlas y Bartha, 2002).
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Numerosos estudios han reportado el aislamiento de microorganismos con
potencial degradador de TNT (Tabla número 2), capaces incluso de mineralizar
este compuesto, a partir de ambientes contaminados con explosivos.
Tabla 2. Bacterias degradadoras de PETN y/o TNT

BACTERIA

EXPLOSIVO

FUENTE

Clostridium sp

TNT

Yin et al., 2004

Arthorbacter

PETN

Zhuang, 2007

Klebsiella

PETN

Zhuang, 2007

Agrobacterium radiobacter

PETN

White et al., 1996

Escherichia spp.

TNT

Badger et al., 2006

Morganella spp.

TNT

Badger et al., 2006

Comamonas spp.

TNT

Badger et al., 2006

Rhodococcus spp.

PETN

Badger et al., 2006

TNT

Zoe & Neil, 2006

PETN

Badger et al., 2006

TNT

Park C. et al., 2002

PETN

Nicklin et al., 1999

TNT

Zoe & Neil, 2006

Pseudomona putida

Enterobacter cloacae

Fuente: Autor, 2011.

3.3.1. BIORREMEDIACIÓN DE AMBIENTES CONTAMINADOS CON
PETN Y TNT.
La biorremediación es una alternativa ampliamente utilizada para la
degradación de residuos peligrosos en países como Estados Unidos e
Inglaterra. Estudios reportados por Brar et al. (2006), mostraron que la
biorremediación es la técnica más utilizada para el manejo de residuos
peligrosos en comparación a tratamientos fisicoquímicos.
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La biorremediación, es un proceso mediante el cual se utilizan organismos o
microorganismos para transformar un contaminante en compuestos menos
tóxicos o inocuos. El objetivo, es eliminar o remover de manera eficiente y
controlada el contaminante presente en suelo, agua o aire, sin transferirlo de un
ambiente a otro. (López, 2008).

En el caso de la biorremediación de explosivos algunos compuestos como el
PETN y TNT son considerados sustancias de lenta degradación debido a su
composición y naturaleza, sin embargo se han desarrollado diversos estudios
con el fin de encontrar y aislar microorganismos con capacidad degradadora y
así potencializar esta función para hacer más eficiente este proceso. Dentro de
las técnicas empleadas en el tratamiento de este tipo de compuestos se
encuentran la bioaumentación y la fitorremediación. (French et al., 1996; White
et al., 1996; Rosser et al., 2001)

Numerosos

estudios

de

bioaumentación

han

demostrado

que

los

microorganismos con capacidad degradadora se pueden encontrar y aislar en
lugares contaminados con estos compuestos, donde las bacterias ya se
encuentran adaptadas metabólicamente a las condiciones ambientales y a la
presencia de explosivos. (Bravo y Aldana, 2009).
3.3.2. BIODEGRADACION DEL PENT
Para la biodegradación del PENT se han reportado diferentes estudios con
Enterobacter cloacae PB2 dando como resultado que esta bacteria tiene la
capacidad de utilizar esteres de nitrato como el trinitrato de pentaeritritol
tetranitrato (PETN) y Glicerol Trinitrato (GTN) como fuentes de nitrógeno. La
PB2 cloacae posee una PENT reductasa que es capaz de liberar nitritos
reducidos en esteres de nitrato con la oxidación de NADPH (figura 2); La PENT
reductasa es una flavoproteína monomérica de D. 40 000. (French et al., 1993).
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Figura 2. Transformación del PENT por PENTE Reductasa

Fuente: Sequence and Properties of Pentaerythritol
Tetranitrate Reductase from Enterobacter cloacae PB2, French C et al, 1996

Se encuentran otros estudios en donde se reporta el aislamiento de la cepa
Agrobacterium radiobacter la cual es capaz de crecer con GTN como la única
fuente de nitrógeno, demostrando que extractos de células de este organismo
libera nitrito de GTN y PENT con la oxidación de NADH, lo que sugiere la
actividad de una enzima similar (White et al., 1996)
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3.3.3. BIODEGRADACION DEL TNT
El hallazgo de microorganismos presentes en áreas contaminadas con
compuestos nitroaromáticos como TNT, solventes y fertilizantes, evidencia la
existencia de especies capaces de tolerar estos compuestos y utilizarlos en su
metabolismo, bien sea como fuente de carbono o nitrógeno. Esta capacidad y la
gran diversidad metabólica de los microorganismos se han convertido en un
potencial biotecnológico para la biorremediación de compuestos xenobióticos
como los nitroaromáticos.

3.3.3.1.

RUTAS METABÓLICAS DE DEGRADACION DE TNT

Se conocen principalmente tres vías metabólicas por las cuales algunos
microorganismos

degradan

el

TNT,

convirtiéndolo

en

compuestos

intermediarios menos tóxicos. La primera (Vía I), se da en condiciones de
anaerobiosis y consiste en una transformación secuencial de los grupos nitro
unidos al anillo aromático hacia la correspondiente amina (Yin et al., 2004). Esta
vía de transformación, es generalmente realizada por microorganismos
anaerobios facultativos, donde Clostridium sp es uno de los más reportados,
junto con algunas bacterias sulfatoreductoras como Desulfovibrio sp (Zoe y Neil,
2006).

Así mismo, se han descrito otras dos vías alternativas, que ocurren en
presencia de oxígeno, aún cuando una de ellas no lo utiliza como aceptor final
de electrones. Precisamente, la segunda vía (Vía II), es aquella en la que el
TNT actúa como un aceptor de electrones, “debido a la gran facilidad que existe
para reducir los grupos nitro formados por los enlaces nitrógeno-oxígeno
altamente electrofílicos” (Yin et al., 2004), Con este metabolismo se han
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reportado

bacterias

como

Enterobacter

cloacae,

Escherichia

coli

y

Pseudomonas putida (Zoe y Neil, 2006).
La tercera vía (Vía III) es una de las rutas metabólicas más complejas, que se
caracteriza por la formación de un complejo llamado Meisenheimer, que se
genera cuando el microorganismo es capaz de atacar directamente los enlaces
que conforman el anillo aromático. Esta es una de las vías más difícil y menos
común dentro de los microorganismos reportados (Zoe y Neil, 2006).


RUTA METABOLICA I

La descripción de esta ruta metabólica es dada con claridad en el estudio
realizado por Preuss et al. (1992), donde utilizaron bacterias sulfatoreductoras
crecidas en un medio con sulfato y piruvato como fuente de energía y TNT
como única fuente de nitrógeno.

Esta degradación consiste, básicamente, en una reducción secuencial de los
grupos nitro del TNT hasta sus respectivas aminas (Yin et al, 2004). Algunos
autores reportan que la reducción del primer nitro-sustituto del TNT, puede
darse bajo condiciones tanto de aerobiosis como anaerobiosis (Zoe y Neil,
2006). Cuando se lleva a cabo este paso se obtiene uno de los primeros
subproductos, denominado: 4-amino-2,6-dinitrotolueno (4-ADNT), y su isómero:
2-amino-4,6-dinitrotolueno (2-ADNT) (Preuss et al, 1992).

Una de las características de esta secuencia de reacciones, es que el segundo
grupo nitrogenado no se reduce hasta que finaliza la reacción anterior, por lo
cual el segundo paso está definido por la transformación de 4-ADNT y 2-ADNT
a 2,4-diamino-6-nitrotolueno (DANT) (Preuss et al, 1992).

La siguiente etapa es la reducción total del TNT, produciendo finalmente
triaminotolueno (TAT). Esta reacción requiere un donador de electrones como el
piruvato o el monóxido de carbono y un conjunto de enzimas encargadas de
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catalizar la reacción, llamadas hidrogenasa, Piruvato: ferredoxin oxidoreductasa
y monóxido de carbono dihidrogenasa (Preuss et al, 1992).

Por lo general, este paso ocurre de manera directa sin la generación de ningún
intermediario, sin embargo se han reportado casos en los que bajo la acción de
la enzima monóxido de carbono dihidrogenasa se genera un compuesto
intermediario conocido como 2,4-diamino-6-hidroxilaminotolueno (DAHAT)
(Preuss et al, 1992); Los resultados obtenidos en este experimento sugirieron
que bajo estas condiciones, el monóxido de carbono juega un papel bifuncional
dentro de la reacción, donde además de ser el donador de electrones puede ser
inhibidor de la reducción de DAHAT a TAT.


RUTA METABOLICA II

Esta es una de las rutas metabólicas que aunque no es estrictamente aeróbica,
por lo general ocurre en presencia de oxígeno (Kim et al, 2002). El proceso,
consiste en una reacción reductiva (Figura 3), a partir de la cual, uno o máximo
dos de los grupos nitro que componen el TNT son convertidos en radicales
nitroso e hidroxilamina, por acción de enzimas nitroreductasas (Kim et al, 2002).
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La figura 3 muestra la reducción del TNT por medio de enzimas
Nitroreductasas.

Figura 3.Reducción de TNT mediante enzimas Nitroreductasas

Fuente: Zoe C., Neil B. Bacterial pathways for degradation of nitroaromatics. (2006)
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RUTA METABOLICA III

Esta ruta metabólica corresponde a la degradación aeróbica del TNT. La
formación del complejo Meisenheimer y la dependencia de oxígeno, son sus
principales características (Zoe y Neil, 2006) ver figura 4. Actualmente no se
reportan muchos microorganismos capaces de llevar a cabo este mecanismo,
sin embargo se conoce con certeza que Pseudomonas fluorescens,
Enterobacter cloacae y Rhodococcus erythropolis son capaces de degradar
compuestos nitroaromáticos mediante esta vía (Núñes et al., 2001). Este tipo de
metabolismo, al ser uno de los más complejos, es también el menos conocido,
aunque no se han determinado con seguridad todos los metabolitos producidos,
se cree que la etapa final de esta ruta es la mineralización total del TNT
(Vorbeck et al., 1994; Núñes et al., 2001; Zoe y Neil., 2006).

La formación del complejo Meisenheimer (Figura 5), implica la pérdida de las
propiedades aromáticas del benceno. Aunque este compuesto es uno de los
mejores donadores de electrones, cuando se encuentra nitrogenado (como lo
es el TNT), pierde propiedades oxidativas, debido a la presencia de los grupos
nitro unidos a sus carbonos 2,4 y 6 (Zoe y Neil., 2006). En consecuencia, el
potencial redox del TNT disminuye, llevándose a cabo un ataque reductivo que
trae consigo la formación NO2 y el complejo anteriormente mencionado (Núñes
et al., 2001; Zoe y Neil, 2006), como se muestra en las figuras números 4 y 5
presentadas a continuación.
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Figura 4.Formación del Complejo Meisenheimer

Fuente: Vorbeck C, Lenke H, Fisher P, Knackmuss H. Identification of a hydrideMeissenheimer complex
as a metabolite of 2, 4, 6-trinitrotoluene by a Mycobacterium strain. (1994).

Figura 5.Transformación del complejo Meisenheimer

Fuente: Zoe C., Neil B. Bacterial pathways for degradation of nitroaromatics. (2006)
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Aunque los últimos productos de esta ruta metabólica no se han podido
identificar, se ha confirmado que la transformación del complejo dihíbridoMeisenheimer ocurre mediante varias reacciones de reducción que genera la
producción de diversos metabolitos y NO2 (Zoe y Neil, 2006).
3.4.

EVALUACIÓN DEL POTENCIAL DEGRADADOR.

La evaluación del potencial degradador de los microorganismos presentes en
un medio, se da generalmente mediante el control de consumo del sustrato, en
este caso Pentolita. Los métodos más utilizados para esto son la cromatografía
de gases y la cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) (Núñez et al.
(2001)), el objetivo es determinar la disminución de la concentración inicial de
Pentolita presente en el medio en un determinado intervalo de tiempo.

En el análisis por HPLC, un gran número de estudios reportan el etanol
(Lachance et al., 2004; Collie et al., 1995; Park et al., 2003) como la fase líquida
más utilizada, sin embargo también se usan compuestos como metanol y
acetona. Aunque esta técnica es la más reportada para el estudio de la
degradación de compuestos nitroaromáticos, Bruns-Nagel et al. (1996) reportan
que la cromatografía de gases fue el método más rápido y eficiente para la
detección de compuestos como TNT, 4-ADNT y 2-ADNT en muestras
provenientes de suelos contaminados.

La cromatografía es un método físico de separación basado en la distribución
de los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija o
estacionaria y otra móvil. En la cromatografía líquida, la fase móvil es un líquido
que fluye a través de una columna que contiene a la fase fija y líquida para
separar los compuestos que se encuentran disueltos en solución.

Con el objeto de aumentar la eficiencia en las separaciones, el tamaño de las
partículas de fase fija va disminuyendo hasta el tamaño de los micrones, lo cual
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genera la necesidad de utilizar altas presiones para lograr que fluya la fase
móvil.

Los instrumentos del HPLC consisten en un depósito de la fase móvil, una
bomba, un inyector, una columna de separación, y un detector. Los compuestos
están separados por la inyección de la mezcla de la muestra en la columna.

Los diferentes componentes de la mezcla pasa a través de la columna a
diferentes velocidades debido a diferencias en su comportamiento de partición
entre la fase líquida móvil y la fase estacionaria.
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4. METODOLOGÍA

Para la realización del proyecto de grado es importante resaltar que se hizo
bajo un contrato de confidencialidad con la parte interesada, donde no se podía
mencionar el nombre de la entidad financiadora y la ubicación geográfica de
donde se obtuvieron la muestras o datos de análisis de las mismas con los que
se desarrolló la investigación.
Mediante la siguiente metodología se aislaron a partir de muestras de suelos,
lodos y agua cepas de bacterias con posible capacidad degradadora de
Pentolita mediante su reducción; para evaluar la capacidad degradadora se
tomaron siete muestras de suelo, lodos y aguas con presencia de explosivos y
se hicieron pre-enriquecimientos de estos aislamientos; posteriormente se
incrementó la concentración del explosivo para hacer presión selectiva de tal
forma que quedaran las cepas con capacidad degradadora de Pentolita;
simultáneamente se caracterizaron dichos aislamientos mediante los diferentes
morfotípos presentados; a continuación se llevó a cabo el bioensayo con estos
aislamientos para monitorear en un lapso de catorce días el porcentaje de
degradación de PETN y TNT mediante HPLC; finalmente se realizaron los
análisis estadísticos pertinentes.

La figura 6 muestra el diagrama de flujo de la metodología empleada para el
desarrollo del proyecto de investigación, el cual está compuesto por ocho fases
diferentes descritas en este capítulo.

35

Figura 6. Diagrama de flujo metodología

AISLAMIENTO Y EVALUACION DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE
PENTOLITA, OBTENIDAS A PARTIR DE MUESTRAS DE SUELOS,
AGUA Y LODOS CON PRESENCIA DE EXPLOSIVOS

FASE I. TOMA DE
MUESTRAS

FASE II. PREENRIQUECIMIENTO

Siete puntos de
muestreo seleccionados

*PC*CP*TP*E*CC*M*EX

Dos pre-enriquecimientos por
v
cada punto de muestreo

FASE III.
AISLAMIENTO

Presión selectiva a las cepas presentes
en los pre-enriquecimientos

FASE IV. SELECCIÓN
DE COLONIAS POR
MORFOTIPOS

Criterios de selección: forma,
elevación, borde y color

FASE V. BIOENSAYOS

Cuantificación de cepas

Pre-inoculo en medio mineral líquido
T2 con PENTOLITA

Inoculo en medio mineral líquido T2
con PENTOLITA

FASE VI. EVALUACION
DEL POTENCIAL DE
DEGRADACION

Extracciones para cada
cepa obtenida

Análisis de extracciones
por HPL

FASE VII. ANALISIS
ESTADISTICO

Selección de modelo
estadístico apropiado

Identificación de variables
significativas

FASE VIII. ANALISIS DE
RESULTADOS

Conclusiones y
Recomendaciones

Fuente: Autor, 2011
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4.1.

FASE I. TOMA DE MUESTRAS

Se seleccionaron siete puntos de muestreo de acuerdo a la línea de producción
del explosivo, estos se escogieron debido a las altas

concentraciones de

Pentolita a las que estaban expuestos. Para la toma de muestra se debió retirar
la cobertura vegetal y por medio de barreno recto estéril se tomaron muestras
compuestas de suelo a una profundidad de 30 cm, en cada punto de muestreo
se tomó entre 150 y 200gr de muestra hasta completar un kilo, las cuales
fueron empacadas en bolsas resellables estériles; en el caso de la toma de
muestras de agua se realizaron por medio de frascos estériles schott con un
volumen de 250ml. Cada una de las muestras tomadas se almacenaron en
nevera a una temperatura de 4°C y trasladadas a los laboratorios de
Microbiología del Departamento de Ciencias Básicas de la Universidad de La
Salle por un tiempo de 2 días.

La tabla numero 3 presenta los siente puntos seleccionados para la toma de
muestras.
Tabla 3.Puntos de muestreo

MUESTRA

PUNTO DE MUESTREO

NOMENCLATURA

1

Exterior, frente a la planta de cristalización.

PC

2

Campo de prueba

CP

3

Tanque de transporte (Pentolita).

TP

4

caja de captación 1

E1

5

caja de captación 2

CC

6

Después de la reja del taller de multiplicadores.

M

7

Exterior

EX

Fuente: Autor, 2011
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4.1.1. ANÁLISIS PRELIMINARES DEL SUELO.
Inicialmente se le realizó un análisis a las 7 muestras recolectadas. Estas
muestras se analizaron de acuerdo a los parámetros establecidos por la EPA en
los métodos 9050 A y 9045 C del año 2000.
Debido al contrato de confidencialidad con la parte interesada, los resultados de
los análisis fisicoquímicos realizados a cada una de las muestras tomadas con
las que se desarrollo la investigación, no puedes ser revelados en el documento
de tesis, por lo tanto en la tabla número 4 se menciona de manera general los
métodos de medición empleados para el análisis de los parámetros
fisicoquímicos de las muestras recolectadas.

Tabla 4.Método de medición de parámetros fisicoquímicos

ENSAYO

pH

NORMA /ESPECIFICACIÓN

PRODUCTO AL QUE SE
LE APLICA

ICE -131/203-092
Método valido
base
de
referencia EPA 9045C
Potenciometría
Equipo utilizado potenciómetro
Fisher Accumet® pH-meter
model 600

Suelos, lodos.

ICE -131/203-096
valido
base
referencia EPA 9050ª

Suelos, lodos

Conductividad Método

de

Fuente.www.cesmec.cl, 2011
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4.2.

Por

FASE II. PRE-ENRIQUECIMIENTO

cada

punto

de

muestreo

seleccionado

se

realizaron

dos

pre-

enriquecimientos, esto con el fin de obtener un aumento en la población
microbiana presente en cada una de las muestras y así poder aislar y
seleccionar las diferentes cepas bacterianas que se encuentran en las muestras
obtenidas.

Cada pre enriquecimiento se realizó tomando 45 ml de medio liquido T2 [Medio
Mineral Liquido (MML) +

fuente de Carbono (FC)

+

Explosivo (EXP)] en

frascos schott estériles, con una concentración de [100 mg/L] de Pentolita a los
cuales se les adicionó 5 ml (muestras de agua) o 5 gr (muestras de suelo o
lodo) de muestra; este montaje se realizó en cabina de flujo laminar teniendo en
cuenta todas las condiciones asépticas requeridas para evitar cualquier tipo de
contaminación en las muestras (Anexo A).

Los pre-enriquecimientos se mantuvieron a una temperatura de 25ºC durante
45 días en ausencia de luz y agitación constante de 120 rpm en shaker, con el
fin de garantizar la homogeneidad de los inóculos, nutrientes y aireación del
medio de cultivo. Además se realizó recambio del medio a los 20 días mediante
la extracción de 20 ml de medio y adición de 20 ml de medio fresco con
explosivo. Se realizaron monitoreos microscópicos mediante tinciones de Gram
y placas in vivo semanalmente.
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4.3.

FASE III. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS.

Se realizaron diluciones desde 10-1 a 10-7 en solución salina (0.86%), de cada
uno de los pre-enriquecimientos realizados, de las cuales se sembraron por
triplicado las diluciones desde 10-4 hasta 10-7 en cajas de petri con medio solido
T2 a una concentración de [100 mg/L] de Pentolita, para así obtener los
microorganismos presentes en los pre-enriquecimientos realizados.

Para asegurar un crecimiento adecuado de cada una de las siembras
realizadas en medio solido T2 se incubo inicialmente por un tiempo de quince
(15) días a una temperatura de 25ºC; pasado este tiempo de incubación se
evidenció que el crecimiento bacteriano fue muy poco por lo cual se extendió el
tiempo de incubación a 30 días a una temperatura de 25ºC en donde se realizó
una segunda resiembra para cada una de las cajas sembradas inicialmente, en
medio solido T2 a una concentración de 100mg/l de Pentolita.

4.4.

FASE IV. SELECCIÓN DE COLONIAS

Pasados 30 días de incubación se verificó el crecimiento de microorganismos,
por lo tanto se dio paso a la selección y cuantificación de las colonias presentes
en cada una de las cajas, teniendo en cuenta las características morfotípicas
(forma, elevación, borde y color) de cada una de las cepas, esta selección
morfotípica se realizó mediante observación con estereoscopio.

Una vez identificadas las cepas presentes en cada una de las cajas, se realizó
una tercera resiembra con el fin de aislar cada una de las cepas, en donde se
sembró en medio solido T2 duplicando la concentración del explosivo a 200
mg/l con el fin de realizar un presión selectiva a cada una de las cepas y así
obtener un crecimiento adecuado de cada morfotipo encontrado, asegurando
que las cepas presentes en el medio crezcan en altas concentraciones del
explosivo.
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Esta tercera siembra se llevo a incubadora a 25°C por un tiempo total de 60
días, en donde se realizo un recambio del medio a los 30 días de incubación.

4.5.

FASE V. BIOENSAYOS

Se realizó la preparación por triplicado de pre inoculos para cada una de las
cepas aisladas, en 50 ml de medio mineral líquido T2 a una concentración de
100 mg/l de Pentolita y agregando dentro de estos 5 gr de cada una de las
cepas aisladas, para luego ser llevados a agitación constante en shaker por 24
horas a un temperatura de 25°C y 120 rpm en ausencia de luz.

Pasadas 24 horas de agitación constante de cada uno de los pre inoculos se
procedió a realizar los inoculos de cada una de las cepas aisladas, en donde se
tomaron 5 ml de cada pre inoculo y se agregaron en frascos schott estériles que
contenían 45 ml de medio mineral liquido T2 a una concentración de 100 mg/L
de Pentolita; cada inoculo fue llevado a agitación en shaker de 120 rpm y una
temperatura de 25°C en ausencia de luz por un tiempo total de 20 días para
que cada inoculo llegara a una absorbancia de 0.12 o a la turbidez presentada
en el tubo numero uno de la escala de Mc Farland, debido a que al tener la
absorbancia de 0.12 es en este valor donde se presenta la fase exponencial y
por ende una fase de crecimiento y la producción de un número adecuado de
unidades formadoras de colonia para que se presente un adecuado consumo
de sustrato. Se procedió a tomar las muestras de cada uno de los inóculos
realizados para el ensayo de biodegradabilidad, en donde por un tiempo de 14
días se tomaron muestras en el tiempo 0, en el tiempo 1 (7 días de incubación)
y en el tiempo 2 (14 días de incubación) para ser analizados por HPLC; durante
los 14 días del ensayo de biodegradabilidad se mantuvieron las condiciones
iniciales de agitación constante en shaker de 120 rpm y una temperatura de
25°C en ausencia de luz.
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4.6.

FASE VI. EVALUACION DEL POTENCIAL DE DEGRADACION

Cada uno de los inoculos obtenidos en los tres tiempos (t0: tiempo inicial de
incubación, t1: siete días de incubación y t2: catorce días de incubación) con
una concentración de 100 mg/l de Pentolita fueron evaluados mediante
cromatografía liquida de alta eficiencia (HPLC), utilizando el método 8330
descrito por la EPA (EPA, 1994) (Anexo B).

Para el análisis de estas muestras se realizaron extracciones y lavado de los
materiales con acetonitrilo para asegurar las condiciones de asepsia. El método
utilizado para realizar las extracciones se realizó siguiendo el protocolo para el
análisis de explosivos realizado por la Unidad de Saneamiento y Biotecnología
Ambiental (USBA) de la Pontificia Universidad Javeriana (Anexo C).

Los valores obtenidos por las lecturas en HPLC fueron multiplicados por un
factor de 2 para obtener la concentración real del explosivo en la muestra, pues
al realizar las extracciones se agregó 1 ml de muestra y 1 ml de acetonitrilo y
esto ocasionó que la muestra se diluyera a un factor 1:1.

4.7.

FASE VII. ANÁLISIS ESTADISTICO

Para el desarrollo del modelo experimental se seleccionó el método estadístico
ANOVA (Analysis of Variance) en donde se manejan dos hipótesis,

una

hipótesis nula y una alternativa que serán rechazadas ó adoptadas según el
método del valor –p o nivel de significancia observado, que es el nivel más
pequeño en el que se puede rechazar Ho. (Kerr et al, 2000)
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Se plantean hipótesis para el modelo y para cada uno de los factores:

Hipótesis Nula (Ho): No existe efecto entre los factores (Tiempo y Cepa) y las
variables dependientes (TNT y PENT).
H0 =
Hipótesis

Alternativa (H1): Existe un efecto entre los factores (Tiempo y

Cepa) y las variables dependientes (TNT y PENT).
H0 =

Este método es el más adecuado ya que se están manejando dos variables
dependientes que son el TNT y PENT puesto que la Pentolita está compuesta
por estas dos sustancias en proporción 50:50 aproximadamente; este modelo
estadístico permite evaluar si las variables dependiente (TNT y PENT) son
influenciadas por variables como el TIEMPO (t0, t1 y t2) y las CEPAS
obtenidas, en donde cada variable se manejó por triplicado, por lo cual para
cada cepa se manejaron 9 datos de TNT y 9 datos de PENT para un total de
108 datos experimentales, dentro de los datos experimentales se incluyeron
tres replicas de un control abiótico.
Los criterios de selección están regidos por el valor-p en relación a α ó intervalo
de confianza del 95%, es decir con un p < 0.05, de esta manera la hipótesis
nula es rechazada, dependiendo de los datos obtenidos. Ver figura número 7.
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Figura 7.Definición de la zona de aceptación para el diseño experimental.

Zona de
rechazo

Zona de
Aceptación

Fuente: SPSS, 2011

Dónde:
Se rechaza Ho, sí el valor-p < α y es significativa la prueba, es decir, hay
efecto del factor sobre las variable dependientes. El valor-p también se conoce
como p-value o sig. (Significancia).
No se rechaza H0, sí el valor-p ≥ α.
Pruebas post hoc.

Una vez que se ha determinado que hay diferencias entre las medias, las
pruebas de rango post hoc y las comparaciones pueden determinar qué medias
difieren. Se realizaron las comparaciones para aquellos efectos significativos
con la opción de asumir o no igualdad de varianzas.
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5. RESULTADOS

5.1.

PRE-ENRIQUECIMIENTO

Como resultado de la realización de dos pre-enriquecimientos por punto de
muestreo, para un total de 14 pre-enriquecimientos, se presentó turbidez a los
20 días

de agitación constante, lo cual podía ser considerado como un

indicador de crecimiento positivo en la población microbiana.

Se realizaron tinciones de Gram y placas in vitro de los pre-enriquecimientos
para comprobar la presencia de microorganismos, encontrándose lo siguiente:
cocos Gram positivos, bacilos Gram positivos (GP) y bacilos Gram negativos
(GN), siendo las dos últimas morfologías las más predominantes, como se
presenta en las imágenes número 1,2 y 3.
Imagen 1. Bacilos Gram positivos

Imagen 2. Bacilos Gram Positivos

Fuente. Autor, 2011

Fuente. Autor, 2011

Imagen 1.Placa In Vitro del punto de
muestro Caja de Captación 1.
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Fuente. Autor, 2011

5.2.

AISLAMIENTO DE COLONIAS.

Pasados 30 días de incubación se evidencio que el crecimiento bacteriano fue
escaso por lo cual se extendió este tiempo a 30 días más bajo las mismas
condiciones de incubación; luego se evidencio un crecimiento progresivo de
microorganismos en donde por medio de tinciones de Gram se observó que la
morfología era muy similar entre ellas encontrándose bacilos y cocobacilos
Gram positivos.

El crecimiento de microorganismos fue diferente en todos los puntos de
muestreo, evidenciándose un mayor número de colonias a partir de los cultivos
procedentes de los puntos campo de prueba, Salida Planta de Cristalización,
Exterior control 2; estas muestras estaban constituidas por lodo y agua.

Se evidencio el crecimiento positivo de población microbiana en cada una de
las cajas sembradas por medio de seguimiento macroscópico diario en donde
se obtuvieron los diferentes morfotipos presentes en cada uno de los puntos de
muestreo seleccionados.

Al pasar los 30 días de incubación, se evidenció crecimiento positivo de
población microbiana en cada una de las cajas sembradas, en donde luego de
realizar un análisis de morfotipos se obtuvieron 13 diferentes cepas posibles
degradadoras de Pentolita provenientes de los 7 puntos de muestreo
seleccionados.
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En la tabla número 5 se presenta el soporte de las caracterizaciones de cada
uno de los 13 morfotipos encontrados.

Tabla 5. Hallazgos de morfotipos encontrados

CEPA

MORFOLOGIA

1

Forma circular, elevación Papilada, borde

IMAGEN

entero regular, color café. En total se
encontraron 58 colonias de este tipo.

Forma circular, elevación convexa, borde
entero regular, color en el Centro: amarillo,
2

Color en el Borde: transparente. En total
se encontraron 23 colonias de este tipo.

3

Forma filamentosa, elevación plana, borde
Filamentoso, color café. En total se
encontraron 4 colonias de este tipo.
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CEPA

MORFOLOGIA

IMAGEN

Forma circular, elevación Papilada, borde
entero regular, color café, Parece un
4

volcán. En total se encontraron 1 colonia
de este tipo.

5

Forma irregular, elevación Plana, borde
ondulado, color amarillo claro. En total se
encontraron 5 colonias de este tipo.

6

Forma irregular, elevación Plana-convexa,
borde ondulado, color en el Centro: café
color en el Borde: transparente. En total se
encontraron 6 colonias de este tipo.

7

Forma irregular, elevación umbilical, borde
lobulada,

color

café.

En

total

encontraron 19 colonias de este tipo.
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se

CEPA

8

MORFOLOGIA

IMAGEN

Forma irregular, elevación plana, borde
alargada ondulada, color café. En total se
encontraron 1 colonia de este tipo

9

Forma irregular, elevación plana, borde
lobulada,

color

café.

En

total

se

encontraron 11 colonias de este tipo

10

Forma circular, elevación convexa, borde
entero irregular, color café oscuro. En total
se encontraron 3 colonias de este tipo.

11

Forma irregular, elevación convexa, borde
irregular,

color

café.

En

total

encontraron 17 colonias de este tipo
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se

CEPA

12

MORFOLOGIA

IMAGEN

Forma circular, elevación convexa, borde
entero regular, color amarillo. En total se
encontraron 11 colonias de este tipo

13

Forma irregular, elevación Papilada, borde
lobulado, color en el Centro: amarillo color
en

el

Borde:

Blanco.

En

total

se

encontraron 5 colonias de este tipo

Fuente: Autor, 2011

Los 13 morfotípos resultantes en el medio de cultivo T2 fueron muy diversos,
observándose que algunos tenían alguna característica similar como el color, la
forma y/o textura con las colonias conocidas de los microorganismos
degradadores de TNT que fueron encontradas en estudios anteriores como el
de Nyanhongo et al. (2008) por ejemplo, en el cual lograron identificar el
potencial degradador de microorganismos como Pseudomonas putida y Bacillus
SF en medio de cultivo sólido.
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5.3.

SELECCIÓN DE COLONIAS

Inicialmente se obtuvieron 13 cepas posibles degradadoras, de las cuales solo
6 se mantuvieron en la tercera resiembra siendo las cepas numero 2,6,7,11,12
y 13 a una concentración de 100 mg/l de Pentolita las que finalizaron los 30
días siguientes de incubación. En la tabla numero 6 se presentan los 6
morfotipos aislados que perduraron a través del tiempo final de incubación.
Tabla 6.Cepas aisladas y seleccionadas que finalizaron el tiempo total de incubación

CEPA

MORFOLOGIA

Forma

circular,

elevación

IMAGEN

convexa,

borde entero, color Centro: amarillo
2

Borde:

transparente.

En

total

se

encontraron 23 colonias de este tipo.

6

Forma

irregular,

elevación

Plana-

convexa, borde ondulado, color Centro:
café Borde: transparente. En total se
encontraron 6 colonias de este tipo.

Forma irregular, elevación umbilical,
borde lobulada, color café. En total se
7

encontraron 19 colonias de este tipo.

51

CEPA

11

MORFOLOGIA

IMAGEN

Forma irregular, elevación convexa,
borde irregular, color café. En total se
encontraron 17 colonias de este tipo

12

Forma

circular,

elevación

convexa,

borde entero, color amarillo. En total se
encontraron 11 colonias de este tipo

13

Forma irregular, elevación Papilada,
borde lobulado, color Centro: amarillo
Borde: Blanco. En total se encontraron
5 colonias de este tipo

Fuente: Autor, 2011
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Cada uno de los morfotipos encontrados se caracterizaron por iniciar con una
forma que se asemejaba a una gota de agua, la cual a través del tiempo de
incubación fue cambiando en cuanto a su forma, color y elevación, finalizando a
los 30 días de incubación con una morfotipo ya constituido diferenciándose un
morfotipo de otro. La tabla número 7 muestra el cambio en el morfotipo de cada
una de las cepas a través del tiempo de incubación.

Tabla 7.Cambio en el morfotipo a través del tiempo para las seis cepas aisladas y seleccionadas

CEPA

10 días de

15 días de

20 días de

30 días de

incubación

incubación

incubación

incubación

2

6
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CEPA

10 días de

15 días de

20 días de

30 días de

incubación

incubación

incubación

incubación

7

11

12

13

Fuente: Autor, 2011
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La tabla número 8 se presenta el número de cepas encontradas de cada
morfotipo en los siete puntos de muestreo seleccionados
Tabla 8.Número de colonias y tipo de cepa encontrada en cada punto de muestreo

PUNTO DE

NOMENCLATURA

TIPO DE CEPA ENCONTRADA

MUESTREO

NUMERO DE
COLONIAS

2
Multiplicadores 2

Campo de

M2

CP

6

7

11

12

4

1

1

1

13

3

7

1

11

3

4

2

7

1

10

1

4

5

1

4

Prueba

Caja de

CC

Captación

Ex Caja de

E1

2

E2

2

Captación 1

Ex Caja de

1

Captación 2

Exterior control 1

Exterior control 2

Salida Planta de

ES1

3

ES2

PC1

5

8

3

1

1

9

1

2

3

3

12

9

Cristalización 1

Salida Planta de

PC2

9

2

4

15

Cristalización 2

NUMERO TOTAL DE CEPAS ENCONTRADAS

Fuente: Autor, 2011
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82

En tabla número 9 se presenta que cepa aislada se encontró en cada punto de
muestreo y el tipo de muestra ya sea suelo, lodo o agua.
Tabla 9.Cepas encontradas en cada tipo de muestra

TIPO DE MUESTRA
PUNTO DE

IMAGEN

MUESTREO

SUELO

M

2 - 13

LODO

AGUA

CEPA 2

CEPA 13

CEPA 2

CP2

CEPA 13

CEPA 6

2-6-711-1213

CEPA 11

CEPA 12

CEPA 7

ES1

13-2-711
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CEPA 2

CEPA 7
CEPA 13
CEPA 11

ES2

2-11-13
CEPA 2

E1

CEPA 13

2-7-13
CEPA 2

E2

CEPA 11

CEPA 13

CEPA 7

2-1113
CEPA 2
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CEPA 11

CEPA 13

PC1

2-6-7-11

CEPA 2

PC2

CEPA 6

CEPA 7

12-13
CEPA 12

Fuente: Autor, 2011
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CEPA 13

CEPA 11

5.4.

EVALUACION DEL POTENCIAL DE DEGRADACION

Para la evaluación del potencial de degradación de las 6 cepas aisladas que
permanecieron a través del tiempo total de incubación y que fueron expuestas a
una concentración de 100 mg/l de Pentolita, se les analizó el porcentaje de
degradación de TNT y PENT durante un periodo de tiempo de 14 días de
incubación; también se presentan los resultados de la generación de
subproductos como el 4am2-6DNT que se generan por la degradación del TNT
gracias a la acción de los microorganismos; los resultados obtenidos en las
lecturas realizadas por HPLC se muestran en el Anexo D.

Es importante anotar que la Pentolita está constituida 50% TNT y 50% PENT
aproximadamente; la evaluación del potencial de degradación arrojó resultados
independientes para el TNT y PENT.

5.4.1. PORCENTAJE DE DEGRADACION DE TNT
En la tabla 10 se muestra el porcentaje de degradación de TNT de cada una de
las 6 cepas aisladas de PENTOLITA incubadas por un tiempo total de 14 días.
Tabla 10.Resultados de la capacidad degradadora de TNT mg/L para cada una de las cepas aisladas

TNT
Control
Tiempo

CEPA 2

CEPA 6

CEPA 7

CEPA 11

CEPA 12

CEPA 13 abiótico

0

41,57

30,77

„38,28

23,11

14,58

15,74

50,10

7

34,9

27,32

33,98

22,93

13,57

15,44

46,34

14

30,41

24,32

24,67

19,74

8,55

14,29

44,45

12,87

20,96

35,55

14,58

41,36

9,21

11.27

Porcentaje

de

degradación (%)

Fuente: Autor, 2011
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Grafica 1.Curva de Degradación de TNT después de 14 días de incubación para las 6 cepas aisladas,
incluyendo el control abiótico
CONCENTRACION EXPLOSIVO ( mg/l)

60
50
40
30
20
10
0
0

7

14

TIEMPO (dias)
cepa 2

cepa6

cepa 7

cepa 11

cepa 12

cepa 13

Control Abiotico

Fuente: La autora, 2011

Como se puede observar en la gráfica 1 las concentraciones iniciales del TNT
no fueron similares a la inicial como se muestra en el control abiótico; a partir
del séptimo día de incubación las seis cepas aisladas presentaron degradación
significativa lo cual se observa mediante la disminución en la concentración del
explosivo en el tiempo.
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CEPA 7

CONCENTRACION TNT (mg/l)

CONCENTRACION TNT (mg/l)

Grafica 2.Resultados degradación TNT para las cepas aisladas número 7 y 12
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Fuente: Autor, 2011

Como se puede observar en la gráfica 2, la cepa siete (7) presentó los mayores
porcentajes de degradación con valores de 35,55%, la cepa número siete (7)
presentó una concentración inicial de 38,28 mg/l pasando a una concentración
final de 24,67 mg/l; la cepa número doce (12) en el tiempo 0 arrojó una
concentración de 14,58 mg/l y para el tiempo 2 disminuyó la concentración del
explosivo a 8,55 mg/l, como se puede observar en las graficas numero 2.
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Grafica 3.Resultados degradación TNT para las cepas aisladas numero 2 y 13
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CEPA…

Fuente: Autor, 2011

En el caso de las cepas numero dos (2) y trece (13), presentaron los menores
porcentajes de degradación con valores de 12,87% y 9,21% respectivamente;
la cepa numero dos (2) presento una concentración inicial de 41,57 mg/l
pasando a una concentración final de 34,9 mg/l; la cepa número 13 en el tiempo
0 arrojó una concentración de 15,74mg/l y para el tiempo 2 disminuyó la
concentración del explosivo a 14,29 mg/l, como se muestra en las graficas
numero 3.
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Grafica 4. Resultados degradación TNT para la cepa aislada numero 11

CONCENTRACION TNT (mg/l)

CEPA 11
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Fuente: Autor, 2011

Como se muestra en la grafica numero 4, La cepa número once (11) presenta
un porcentaje de degradación del 14,58% pasando de una concentración inicial
de 23,11mg/l a una concentración final de 19,74mg/l después de los 14 días de
incubación.
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Grafica 5.Resultados degradación TNT para la cepa aislada numero 6

CONCENTRACION TNT (mg/l)

CEPA 6
50
40
30
20
10
0
0

7

14

TIEMPO (días)
CEPA 6
Fuente: Autor, 2011

Para la cepa número seis (6) el análisis por HPCL arrojó que para el tiempo 0
se obtuvo una concentración inicial del 30,77% pasando a una concentración en
el tiempo dos del 24,32%, obteniéndose un porcentaje de degradación del
20,96% después de los 14 días de incubación.

En la tabla número 11 se presenta los resultados de 4am2-6DNT el cual es el
subproducto generado por la degradación del TNT.
Tabla 11.Resultados 4am2-6DNT (mg/l) Subproducto de la degradación de TNT

4am2-6DNT
Control
Tiempo

CEPA 2

CEPA 6

CEPA 7

CEPA 11

0

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0

7

25,76

15,45

43,89

23,56

34,45

20,66

0

14

33,65

25,45

45,12

45,67

45,32

24,35

0

Fuente: Autor, 2011
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CEPA 12

CEPA 13 abiótico

Como resultado de la degradación del explosivo se generaron subproductos
como 4amDNT, lo cual se evidencia en la grafica N° 6 que se presenta a
continuación.

Grafica 6.Generacion de 4am2-6DNT (100 mg/l Pentolita)
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FUENTE: Autor, 2011

Las seis cepas aisladas a una concentración de 100 mg/l de Pentolita
presentan una generación de subproductos en el séptimo día de incubación,
siendo la cepa número 7 con la mayor producción de 4amDNT resultante de la
degradación del explosivo y la cepa 6 con la menor producción de este
subproducto.
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5.4.2. CONCENTRACIONES DE PENT A TRAVÉS DEL TIEMPO

En la tabla número 12 se muestran las concentraciones de PENT arrojadas por
el análisis de HPCL, los cuales se obtuvieron después de 14 días de incubación
para cada una de las 6 cepas aisladas.
Tabla 12.Resultados de la capacidad degradadora de PENT mg/L

PENT
Control

Tiempo

CEPA 2

CEPA 6

CEPA 7

CEPA 11

CEPA 12

CEPA 13

0

14,49

14,52

11,76

5,42

7,31

6,08

48,12

7

28,72

25,72

18,44

11,13

7,70

11,48

50,23

14

32,30

25,45

22,41

12,68

9,82

14,82

47,54

Fuente: Autor, 2011

66

abiótico

En la siguiente grafica se presentan los resultados obtenidos de la reducción de
PENT de cada una de las seis cepas aisladas.

Grafica 7.Curva de Degradación de PENT después de 14 días de incubación para las 6 cepas aisladas,
incluyendo el control abiótico
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FUENTE: Autor, 2011

Como se pudo observar no se presentó degradación de PENT en la seis cepas
aisladas, por el contrario, la mayoría de los resultados obtenidos después de las
lecturas presentaron un incremento en la concentración del explosivo al
transcurrir los siete días de incubación.

Se evidenció que para la cepa numero dos (2) la concentración del explosivo en
el tiempo 0 inicia con una valor de 14,49 mg/l y pasados los 14 días de
incubación la concentración aumentó en un 32,30 mg/L. Para la cepa número
seis (6) en el tiempo cero (0) se presentó una concentración inicial de 14,552
mg/l pasando a una concentración de 25,45 mg/l a los 14 días de incubación.
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.
5.5.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos del análisis por HPLC fueron evaluados mediante el
modelo estadístico o multivariable de la varianza (ANOVA) el cual se presenta
en la tabla número 13 en donde se muestra

la influencia de los factores

Tiempo y cepa en las variables dependientes TNT y PENT, teniendo en cuenta
el p-value o sig en relación a α=0.05, con el cual se rechaza o acepta la
Hipótesis Nula.
Tabla 13. Degradación Final de Explosivo
CEPA

2

6

7

11

12

13

Tipo de
Explosivo

N

Media

Desviación
típ.

Error típ. de
la media

PENT

3

-,1404

,14924

,08616

TNT

3

,1890

,03784

,02185

PENT

3

-,0102

,29517

,17041

TNT

3

,1966

,17817

,10287

PENT

3

-,3389

,73646

,42520

TNT

3

,2709

,10635

,06140

PENT

3

-,1653

,18215

,10517

TNT

3

,0057

,12235

,07064

PENT

3

-,2842

,12496

,07215

TNT

3

,3515

,30601

,17667

PENT

3

-,3124

,18684

,10787

3

,1050

,41629

,24034

TNT

FUENTE: Programa Estadístico SPSS, 2011
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Los factores son interpretados en Lambda de Wilks por ser una medida más
robusta o potente. La tabla numero 14 muestra el nivel de significancia de los
factores interpretada en Lambda de Wilks.

Tabla 14. Prueba de diferencia de medias para degradación final Intra Cepas
Prueba T para la igualdad de medias
CEPA
Valor de t
de prueba

Grados de
libertad

P-Valor

Diferencia
de medias

Error típ. de
la diferencia

95% Intervalo de confianza
para la diferencia
Inferior

Superior

2

,547

4

,614

,04861

,08889

-,19819

,29541

6

-1,039

4

,357

-,20689

,19906

-,75955

,34578

7

-1,419

4

,229

-,60980

,42961

-1,80258

,58298

11

-1,350

4

,248

-,17103

,12669

-,52277

,18072

12

-3,331

4

,029

-,63567

,19084

-1,16552

-,10582

13

-1,584

4

,188

-,41740

,26344

-1,14883

,31402

FUENTE: Programa Estadístico SPSS, 2011

El Modelo ANOVA arroja que el diseño experimental utilizado nos da un nivel de
confianza del 95% rechazándose la Hipótesis Nula en los factores, tiempo y
cepa; se aceptó la Hipótesis Alternativa, en donde el p-value o significancia (-p
< α) para estos casos fue menor que alfa=0.05, es decir los ensayos realizados
son estadísticamente significativos y los factores influyen o tienen efecto sobre
las variables respuesta TNT y PENT.
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En la siguiente tabla se presenta la prueba de Duncan la cual nos proporciona
una comparación de las medias de las cepas contra el explosivo en este caso
PENT dado la diferencia existente entre un tratamiento contra otro el cual se ve
reflejado en este análisis. Utiliza un nivel de significancia variable que depende
del número de medias que entran en cada etapa de comparación.

Tabla 15. Prueba de Duncan para el PENT

Tipo de Explosivo=PENT

CEPA

Subconjunto
para alfa =
0.05

N

1
7

3

-,3389

13

3

-,3124

12

3

-,2842

11

3

-,1653

2

3

-,1404

6

3

-,0102

P-Valor
,317
FUENTE: Programa Estadístico SPSS, 2011

Como se muestra en la tabla numero 15, la prueba de Duncan reunió las seis
cepas en un solo grupo, esto significa que las cepas actuaron de la misma
manera ante la presencia del PENT. Para este caso lo que quiere decir es que
ninguna cepa degradó el explosivo PENT. Al 5% de significancia no hay
diferencia entre la degradación final media del explosivo.

70

En la tabla 16 se presenta la prueba de Duncan para el TNT, proporcionando
una comparación de las medias de las cepas contra el explosivo en este caso
TNT.
Tabla 16. Prueba de Duncan para el TNT
Tipo de Explosivo=TNT
Subconjunto para alfa
= 0.05
CEPA

N
1

2

2

3

-,1890

11

3

,0057

,0057

13

3

,1050

,1050

6

3

,1966

,1966

7

3

,2709

12

3

,3515

P-Valor

,084

,123

La prueba de Duncan reunió las seis cepas en dos grupos, esto significa que
las cepas 11, 13, 6, 7 y 12 actuaron de la misma manera ante la presencia del
TNT; dejando la cepa 2 a parte, esto quiere decir quela cepa 2 no degradó el
explosivo; Al 5% de significancia no hay diferencia entre la degradación
promedio final de TNT entre el conjunto de Cepas.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

6.1.

AISLAMIENTO DE CEPAS.

Se evidenció que al aumentar el tiempo de incubación y realizar presión
selectiva a las 13 cepas aisladas, tan solo seis de ellas lograron permanecer a
través del tiempo manteniendo sus morfotípos, demostrando su poder de
adaptabilidad y degradación del explosivo.

Una vez se obtuvo un ambiente adecuado para el crecimiento de
microorganismos, y

realizada la presión selectiva de aquellos que eran

capaces de utilizar el explosivo como fuente de carbono, nitrógeno y/o energía,
se demostró que al aumentar el tiempo de incubación a 30 días se presentaba
un periodo de adaptación en donde se mostró un mayor crecimiento de
microorganismos debido al incremento de la síntesis de enzimas tipo pentreductasa.

6.2.

SELECCIÓN DE COLONIAS

Al realizar la siembra de las cepas en medio solido T2 con explosivo se
presentó crecimiento a los 10 días de incubación en donde cada una de las
colonias presentes en este medio presentaban una apariencia circular, con
borde liso, traslúcidas, a las cuales se les denominó como “gotas de agua”; con
el tiempo presentaron un cambio en su apariencia, finalizando como un
morfotipo definido en un periodo de 30 días de incubación, dependiendo del
metabolito que producido ; esto se debió a la generación de subproductos como
resultado del metabolismo microbiano, manifestándose cambios en la
apariencia de los morfotípos, además de la oxidación de los mismos.
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En el caso particular de la cepa 11, degradó los cristales de TNT, formando
colonias color rojo y cambiando el color del medio de rojo o amarillo oscuro.
(Nyanhongo et al., 2008).

Se logró evidenciar que el número y variedad de morfotípos presentes en las
resiembras 1, 2 y 3 se mantuvieron constantes, debido a que las condiciones de
cultivo (nutrientes, explosivo, temperatura, agitación, tiempo de recambio,
oscuridad) fueron constantes en el tiempo de experimentación, permitiéndoles a
cada una de las cepas aisladas permanecer de una manera relativamente
estable. La verificación de las diferentes formas, tamaños y aspectos de las
colonias aisladas sirve como un referente complementario en la tipificación
taxonómica de las cepas aisladas.

6.3.

EVALUACION DEL POTENCIAL DE DEGRADACIÓN

Al encontrar inicialmente 13 cepas posibles degradadoras y luego de la tercera
resiembra bajo presión selectiva, al obtener crecimiento de tan solo 6 de ellas,
indica que las cepas en un principio son capaces de desarrollarse bajo las
condiciones nutricionales del medio, siendo factible que no sean potencialmente
degradadoras sino resistentes a las concentraciones del explosivo; lo anterior
se dio ya que las muestras fueron obtenidas de suelo, agua y lodos que
contenían cantidades significativas de carbono orgánico y nitrógeno que los
microorganismos asimilaron fácilmente y usaron como reserva nutricional y
energética permitiendo su desarrollo; una vez agotadas estas reservas y al
incrementar la concentración de explosivo a 200 mg/l de Pentolita, se aumentó
la presión selectiva sobre las 13 cepas llevadas a la tercera resiembra y así se
garantizó que los microorganismos que no degradaran la Pentolita fueran
eliminados.
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Las seis cepas aisladas presentaron degradación significativa de TNT según
los resultados arrojados en las lecturas a través del tiempo; en el bioensayo los
valores del explosivo mostraron una disminución en su concentración. La
diferencia en el porcentaje de degradación entre las cepas aisladas y su
comparación para medir eficiencia no se pudo establecer debido a que las
concentraciones iniciales del explosivo no fueron las mismas; lo anterior se
debió posiblemente a que la solubilidad de los compuestos se vio afectada por
factores como temperatura, concentración, pH y volumen de solvente
(acetonitrilo); analizando los resultados de los porcentajes de degradación
obtenidos a partir de cada cepa, estos se presento a la degradación del TNT
por parte de cada aislamiento individualmente no fue eficiente, puesto que en
la degradación de compuestos nitrogenados como es el caso del TNT es más
eficaz mediante la acción de consorcios microbianos, los cuales mediante
interacciones

celulares

inter-específicas

optimizan

la

degradación

de

compuestos recalcitrantes; este efecto no lo logran de manera efectiva muchas
cepas axenicas por falta de esta interacción con otras cepas que puedan ser
metabólicamente complementarias.( Brenner et al., 2008).

Como resultado de la biodegradación del TNT se produjo 4-aminodinitrotolueno, el cual es un subproducto indicativo de la degradación biológica
del TNT por acción de oxigenasas, dioxigenasas y nitroreductasas; estas
actúan sobre la molécula de este compuesto produciendo liberación de grupos
nitro para que el anillo se rompa y pueda ser incluido en el ciclo de Krebs; este
subproducto mostró su máxima concentración el día 7, periodo en el cual la
concentración de TNT comienza a disminuir ; en términos de degradación del
compuesto, las cepas 7 y 12 presentaron un mayor porcentaje de remoción
(35,55% y 41,36% respectivamente), caso contrario se observó con la cepa 13
que solo presentó un porcentaje de degradación del 9,21% siendo esta la cepa
menos degradadora de TNT encontrada.
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Los valores de degradación obtenidos no son comparables entre los
aislamientos debido a que las concentraciones iniciales no fueron las mismas
para cada cepa.

En general las cepas aisladas presentaron degradación de TNT con su
consecuente producción de 4 amino dinitrotolueno, pero los resultados en
términos de porcentaje no fueron mayores al 41% observándose limitaciones
evidentes en la degradación microbiana, (Vogel y Walter. 2001). Este resultado
en la eficiencia en la degradación del explosivo TNT se debió a que las cepas
aisladas desde su inicio fueron sometidas a una concentración constante de
100 mg/L de Pentolita, lo cual mejoró la efectividad en la asimilación y
degradación del explosivo mediante la acción desnitrificante de estas cepas,
liberando nitritos de TNT, debido a que poseen enzimas que reducen
parcialmente grupos nitro a una fracción, generando subproductos como el
aminodinitrotolueno (amDNT) y el dinitrotulueno (DNT). (Núñes, Caballero y
Ramos. 2004).

Lo anterior también se obtuvo en investigaciones realizadas con Escherichia
coli donde el crecimiento en condiciones aeróbicas en TNT, se observó la
formación de 4 hidroxilamino- 2,6-dinitrotolueno como uno de los principales
intermediarios en la reducción enzimática de TNT.

Se obtuvieron cepas bacterianas que no pudieron degradar PENT, debido a que
no poseen la capacidad enzimática para poder metabolizarlo, o en su defecto
requieren de un cometabolito para su degradación; otro factor concomitante con
lo anterior seria la solubilidad del PETN, el pH, la temperatura y el tiempo de
exposición al explosivo y el solvente (acetonitrilo) tiempo de exposición y/o la
ausencia de co-sustratos claves, (Barriault y Sylvestre. 1993; Harms y Zehnder.
1995). En cuanto a los valores obtenidos como resultado del bioensayo se
presentó una interferencia positiva en la que el subproducto 4amDNT se pudo
sobrelapar en la lectura del PENT mostrando valores anormales en el tiempo de
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retención en la lectura en HPLC; también es factible que también ocurra el
mismo fenómeno que se presentó con la degradación del TNT, es decir estas
cepas necesitan estar en forma de consorcio, debido que en estas condiciones
las relaciones de cooperación favorecen la degradación de compuestos de
difícil asimilación y que son altamente tóxicos; un aumento en

las

concentraciones de PENT también puede presentar un efecto inhibitorio debido
a su toxicidad; esto se presenta en investigaciones en las cuales se ha tratado
de aislar bacterias degradadoras de PENT de lugares contaminados con este
explosivo, obteniéndose como resultado que la mayoría de las bacterias solo
logran biotransformarlo en vez de mineralizarlo completamente, (Hawari. 2000).

6.4.

ANALISIS ESTADISTICO.

El análisis estadístico nos arrojó un nivel de significancia menor a alfa=0.05
para los factores experimentales de tiempo y cepa. Relacionando este análisis
con el comportamiento de las cepas bacterianas en la degradación de TNT y
PENT podemos afirmar que el factor tiempo influye en la degradación de estos,
es decir las cepas tienen una mejor eficiencia de remoción cuando el tiempo de
incubación es mayor a 7 días con una concentración de 100 mg/l de Pentolita, a
medida que transcurría el tiempo las concentraciones del explosivo disminuían,
teniendo mejores remociones en los tiempos 1 y 2 (7 y 14 días de incubación
del bioensayo). Al 5% de significancia en los valores hay diferencia entre la
degradación promedio de TNT y PENT, en este caso la Cepa 12 degradó TNT
pero no degrado PENT. El modelo estadístico ANOVA valida esta información.

El factor cepa tiene un efecto débil en la degradación de la variable respuesta
TNT, por la alta variabilidad de los datos mostrando una significancia del 10%,
lo que significa que el porcentaje de degradación del explosivo varía según la
cepa seleccionada ya que las cepas fueron aisladas de 7 puntos de muestreo
diferentes, encontrándose diferentes tipos de microorganismos en cada uno de
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ellos, esto nos indica que los porcentajes de degradación obtenidos para cada
una de las cepas se debe a la reproducción de las cepas degradadoras
tendiendo como resultado que los mayores porcentajes de degradación de TNT
los tenían las cepas 7 y 12 con valores de 35,55% y 41,36% respectivamente,
encontrándose estas cepas en los puntos de muestro caja de captación, campo
de prueba, ex caja de captación 1, exterior control 1, salida planta de
cristalización 1 y 2 .

El modelo también muestra un nivel de significancia menor al alfa=0.05 en el
factor Cepa para la variable PENT, lo que nos indica que la curva de
degradación para este explosivo fue similar para las seis cepas aisladas, donde
no se presento de gradación del explosivo.
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7. CONCLUSIONES


Se aislaron y evaluaron seis cepas bacterianas que presentaron
degradación de TNT a través del tiempo a partir de muestras de suelos,
agua y lodos.



Las cepas aisladas presentaron cambios en su morfotipo en el tiempo,
debido a la generación de subproductos los cuales al oxidarse inciden en
la pigmentación de las colonias.



Los morfotípos obtenidos se mantuvieron constantes en el tiempo en
cuanto a sus características en un periodo de treinta días.



Al presentarse la degradación de TNT por parte de las seis cepas
degradadoras del explosivo se produjo como subproducto el 4am26DNT, lo cual es indicativo de que estos microorganismos poseen la
capacidad enzimática para su degradación.



La cepa número 7 presentó la mayor capacidad de degradación de TNT
mediante la reducción de sustrato según los resultados obtenidos del
análisis por HPCL.



Los valores de porcentaje de degradación del TNT por parte de las cepas
aisladas no fueron altos; esto pudo deberse al periodo de tiempo de
exposición al explosivo o también a que en la degradación de
compuestos nitrogenados se requiere de la acción de consorcios
microbianos los cuales mediante interacciones celulares inter-específicas
optimizan la degradación de compuestos recalcitrantes. (Brenner et al.
2008).
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La comparación entre los porcentajes de degradación entre las cepas
aisladas no se pudo establecer debido a que las concentraciones iniciales
del explosivo no fueron las mismas.



Las cepas aisladas no degradaron PENT, debido que no poseían la
capacidad enzimática para poder metabolizarlo, o en su defecto requieren
de un cometabolito o cosustratos claves para su degradación (Barriault y
Sylvestre. 1993; Harms y Zehnder. 1995).



Un incremento en

las concentraciones de PENT puede presentar un

efecto inhibitorio debido a su toxicidad; la mayoría de las bacterias solo
logran biotransformarlo en vez de mineralizarlo completamente, (Hawari.
2000); también está degradación no se pudo dar debido a la solubilidad
del explosivo, condiciones de pH, la concentración del explosivo o la
ausencia de co-sustratos claves.


El incremento en las concentraciones de PENT también se pudo deber a
fallas procedimentales en el momento de las extracciones, ya que quizás
se pudo adicionar una mayor cantidad de acetonitrilo, lo cual aumentaría
los valores en la concentración del explosivo, al momento de realizar el
análisis por HPCL.



Las concentraciones de los explosivos en los controles abióticos de todos
las cepas evaluadas se mantuvieron en un porcentaje constante lo que
nos indica que la degradación de TNT y PENT que se presentó no fue
por factores abióticos externos.



El Diseño experimental realizado en esta Investigación obtuvo un nivel de
confianza del 95 % según el análisis realizado por medio de ANOVA, ya
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que cada uno de los ensayos realizados fueron estadísticamente
significativos y los factores Tiempo y Cepa influyeron en la degradación
de TNT y PENT; lo que nos permite validar la investigación.
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8. RECOMENDACIONES


Se debe incrementar el tiempo de incubación y mantener la presión
selectiva para lograr seleccionar las cepas bacterianas que degradan de
una manera más efectiva el TNT debido a su poder de adaptabilidad en el
tiempo.



De acuerdo a los resultados obtenidos se hace necesaria la formación de
consorcios

bacterianos

con

cada

una

de

las

cepas

aisladas

degradadoras, ya que se comprobó que el resultado en el porcentaje de
degradación de explosivos es más eficiente cuando los microorganismos
trabajan en conjunto. (Brenner et al. (2008)).


Es necesario aumentar el tiempo en el ensayo de biodegradabilidad para
obtener una mayor certeza de que los microorganismos están
degradando el explosivo

de manera eficiente y así asegurar que se

tenga una mejor presión selectiva de los microorganismos degradadores
de Pentolita.

 Se

deben

realizar

bioensayos

con

medios

que

presenten

concentraciones más elevadas del explosivo para determinar la
capacidad de degradación de los aislamientos en cuanto a la adaptación
de este medio.



Aunque las cepas aisladas no presentaron degradación de PENT no es
conveniente descártalas ya que el proceso de degradación para este
explosivo puede ser más eficiente cuando las cepas trabajan como un
consorcio bacteriano más eficiente.
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1. OBJETIVO

Definir el procedimiento de lavado del material de laboratorio y la revisión de las
condiciones de limpieza antes de su uso.
2. ALCANCE

Aplica al material de laboratorio empleado en el análisis de muestras y preparación de
reactivos y soluciones. Inicia con la preparación del material para su limpieza y finaliza
con la revisión de la limpieza antes de su siguiente uso.
3. METODOLOGIA
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La limpieza del material de laboratorio es necesaria para evitar la contaminación de
reactivos, muestras y soluciones, por lo cual se debe seguir el siguiente plan ó método
de limpieza:

a. Procedimiento General de Lavado

Lavado de viales, tapas y tubos de ensayo

3.1.1.1 Retirar los residuos del material y depositarlos en los recipientes según lo
descrito en la guía de disposición de desechos.

3.1.1.2 Sumergir el material en un recipiente con agua y detergente neutro (50:1
aproximadamente) y colocarlo en un equipo de ultrasonido durante (1) hora a
una temperatura que oscile entre 40 a 60 °C. Retirar el material de la solución
jabonosa y enjuagar con abundante agua de grifo, teniendo precaución de
lavar el material en su interior uno por uno. Utilizando un lavador, llenar el
material con agua destilada y colocar nuevamente en baño de ultrasonido por
15 minutos a igual temperatura.
3.1.1.3 Retirar y enjuagar con abundante agua de grifo.
3.1.1.4 Realizar un lavado final con agua destilada empleando el lavador.
3.1.1.5 Secar en horno a una temperatura de 80 °C aprox.
3.1.1.6 Retirar del horno y ubicar en el lugar destinado para su almacenamiento.
i. Lavado de beaker, erlenmeyer y material volumétrico.

3.1.2.1 Retirar los residuos del material y depositarlos en los recipientes según lo
descrito en la Guía de disposición de desechos.
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1.

Sumergir el material en un recipiente con agua y detergente neutro (50:1
aproximadamente) por (2) horas. Emplear esponja, escobillones o cepillo para
limpiar los residuos adheridos al material.

2.

Retirar el material de la solución jabonosa y enjuagar con abundante agua de
grifo, teniendo precaución de lavar el material en su interior uno por uno.

3.

Dejar secar a temperatura ambiente el material volumétrico colocándolo en
posición invertida. Secar el material restante en horno a una temperatura de
80 °C aproximadamente.

4.

Retirar el material limpio del horno y almacenar en el lugar destinado,
preservándolo de cualquier contaminación.
3.2

Verificación del procedimiento de lavado

Debe efectuarse por lote de lavado de la siguiente manera:
3.2.1

Escoger al azar un número equivalente al 5 % de los viales que fueron
sometidos a limpieza, adicionar 1,5 ml de solvente o fase móvil (según sea la
técnica empleada) y colocarlos en el equipo para someterlos a corrida de
verificación de blancos (solución sin analito) mediante la técnica instrumental de
cromatografía empleando el método establecido. Rechazar el lote de viales en
el caso que el cromatograma evidencie presencia de contaminantes.

3.2.2

Para material volumétrico purgar con solvente o fase móvil, transvasar a un vial
someter corrida de verificación de blancos (solución sin analito) de igual forma
como se describió en 3.2.1.

El lote rechazado debe ser sometido nuevamente al procedimiento de lavado.
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ANEXO B. METHOD 8330A
NITROAROMATICS AND
NITRAMINES BY HIGH
PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY (HPLC)
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10. OBJETIVO

Describir la metodología para identificación y cuantificación de explosivos analizados en Unidad de
Saneamiento y Biotecnología Ambiental (USBA).
11. ALCANCE
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Aplica a muestras recolectadas y que son remitidas al laboratorio para su respectivo análisis. Aplica a
muestras acuosas, sólidos y sedimentos.
Los analítos a ser analizados son:


2,4,6 Trinitrotolueno – TNT

cas:118-96-6


Pentaeritritol Tetranitrato – PETN

cas:78-11-5


2-amino-4,6 dinitrotolueno

cas:


4-amino-2,6 dinitrotolueno

cas:


2,6 dinitrotolueno

cas:606-20-2


2,4 dinitrotolueno

cas:121-14-2
El uso de este método es restringido y solo puede ser usado bajo la supervisión de un analista con
experiencia en el uso del HPLC y manejo de material explosivo. Cada analista debe demostrar la
capacidad de generar resultados aceptables con este método.
12. CONDICIONES GENERALES

Para la validez de los resultados de análisis es necesario que por cada 10 muestras se corra un blanco de
reactivos (metanol: agua), y un control positivo de un patrón primario de concentración conocida. Además
por cada 20 muestras se repite la lectura de la última muestra.

Cuando se requieran pruebas o ensayos complementarios a los descritos en esta Guía se pueden aplicar
los descritos en EPA 8095, EPA 3535A, EPA 3600C, EPA 5000, EPA 8332

La bibliografía utilizada para el desarrollo de este documento es:


Método EPA 8330B, Nitroaromatics, Nitramines and Nitrate Esters by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)



Método EPA 8000C Determinative Chromatographic Separation



Método EPA 3500C Organic Extraction and Sample Preparation
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13. EQUIPOS MATERIALES REACTIVOS
13.1.
13.2.

Cromatógrafo Liquido de Alto Rendimiento (HPLC), loop con volumen de inyección
variable y detector ultravioleta de longitud de onda variable y automuestreador.
Columna C-18 en fase reversa
25 cm × 4,6 mm × 5 µm

Columna Primaria

Columna C-8 en fase reversa
15 cm × 3,9 mm × 4 µm
columna CN en fase reversa

Columna Secundaria

25 cm × 4,6 mm × 5 µm
Luna Fenil Hexil en fase reversa
25 cm × 3,0 mm × 5 µm

13.3.

Cromatógrafo de Gases FID /ECD / MS con horno de temperatura programable,
siplt/splitless y sistema de automuestreador.

HP-5 o equivalente
6 m × 0,53 mm × 1,5 µm

Columna Primaria

HP-1 o equivalente
6 m × 0,53 mm × 1,5 µm
Restek RTX-200 o equivalente

Columna Secundaria

6 m × 0,53 mm × 1,5 µm
Restek RTX-225 o equivalente
6 m × 0,53 mm × 1,5 µm

4.2.1 Iones Seleccionados para el Espectrómetro de Masas

Explosivos

Iones

TNT

210, 89, 30, 63, 134, 193

PETN

76, 46, 57, 55

Tetril

30, 241, 75, 46, 91, 181

RDX

46, 30, 120, 42, 75

HMX

46, 30, 44, 42, 148, 75

Otros equipos y materiales necesarios son:


Baño ultrasónico o agitador con controlador de temperatura



Agitador vortex
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Agitador magnético



Balanza clase I



Balones aforados clase A de diferentes volúmenes: 1 ml – 1 lt



Filtros de cartucho de 0,22 µm de nylon



Viales de diferentes volúmenes con sello de PTFE



Jeringas desechables de 10 mL

Los reactivos y solventes empleados son:


Acetonitrilo (CH3CN) – grado HPLC



Acetona ((CH3)2CO) – grado HPLC



Metanol (CH3OH) – grado HPLC



Agua (H2O)– grado HPLC

Soluciones patrón de:


TNT, PETN, 2,4DNT, 2,6DNT, 2AM4, 6DNT y 4AM2, 6DNT de concentración conocida; estos
pueden estar de manera individual o mezclados en solución.

14. INTERFERENCIAS

Todo el material utilizado en la preparación, extracción, procesamiento y análisis, debe estar libre de
interferencias. Esto será demostrado bajo las condiciones de análisis, corriendo métodos blancos.

2,4-DinitroTolueno y 2,6-DinitroTolueno eluyen al mismo tiempo de retención en una columna C18.

15. EXPLOSIVOS 2, 4,6-TNT / PETN

6.1 TNT

Sinónimos

α-trinitrotoluol; 1-metil-2,4,6-trinitrobenceno; trotil; tolit; trilit

CAS

118-97-6

Peso Molecular

227,13 (C7H5N3O6)
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Solubilidad (en g por 100 g

Acetona: 132

de solvente a

Benceno: 88

5 °C)

Cloroformo: 25
Etanol: 1.5
Agua: 0,01
Punto de Fusión °C
Punto de Ebullición °C

80, 5
240 (con descomposición) / 295 (arde sin estar confinado)

Presión de Vapor
Presentación

5,8 × 10

-6

a 25 °C

Solido de color amarillo pálido a marrón opaco, inoloro,
relativamente estable, no higroscópico

Velocidad de Detonación

6.900 m/s

6.2 PETN

Sinónimos

2,2-bisdihidroximetil-1,3-propanediol-tetranitrato
2,2-Bis[(nitroxy)-metil]-1,3-propanediol- dinitrato (ester)

CAS

78-11-5

Peso Molecular

316,14 (C5H8N4O12)

Solubilidad (en g por 100 g de

Acetona: 20,3

solvente a 25 °C)

Acetato de Etilo: 6,3
Etanol: 0,2
Agua: 2×10

Punto de Fusión °C

-4

141.3

Punto de Ebullición °C

---4

Presión de Vapor

8,38 ×10 Torr a 97 °C

Presentación

Cristales incoloros

Velocidad de Detonación

8.400 m/s
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16. CONTROL DE CALIDAD

En la mayoría de los casos, sino todos, se debe cumplir con los siguientes requisitos:


Se debe mantener una hoja de datos, bitácoras, controles o seguimientos de los equipos,
instrumentos y otros, para inspección o referencia.



El laboratorio demostrara una pro eficiencia inicial con la preparación de la muestra, limpieza y
utilización del método, generando datos de precisión y exactitud para los analítos de interés.



La proeficiencia del laboratorio se deberá repetir cuando una nueva persona es entrenada en la
metodología o cuando un cambio significativo es realizado en el método o en la instrumentación.



Inicialmente, antes de procesar cualquier muestra, el analista deberá demostrar que todas las
partes del equipo en contacto con la muestra y reactivos, están libres de interferencia. Esto deberá
ser realizado mediante el análisis de blancos (agua: metanol).



Como una revisión continua, cada vez que las muestras sean extraídas, limpiadas y analizadas o
cuando se cambia un reactivo, se correrá un método blanco y analizara los analítos de interés,
para mantener un seguimiento de la contaminación crónica que pueda presentar el laboratorio.



Los blancos deben ser realizados en todas las etapas de preparación y análisis de las muestras.
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17. PREPARACION DE SOLUCIONES

8.1 Solución Estándar Stock
Preparar una solución de 1000 mg/L de la mezcla de explosivos a analizar. Esta mezcla debe estar
refrigerada a 4 C en frasco ámbar cuando no esté en uso.
17.1.
Nota. Si la NG, PETN y 3,5-DNA están presentes en los analítos a estudiar, se debe preparar dos
soluciones, una que contenga al NG y PETN y otro que contenga al 3,5-DNA

8.2 Soluciones Estándar de Trabajo
Diluir la solución stock con agua grado HPLC en una relación 1:1 (v/v), de tal forma que cubra el rango
deseado 5 a 250 ppm. Se deben prepara mínimo cinco niveles de concentración. Estas soluciones deben
ser refrigeradas cuando no se utilicen y deben ser reemplazadas cuando una comparación con un
estándar de verificación presente un problema o inconsistencia.

Nota. Se recomienda preparar diez niveles de concentración y cada nivel debe ser inyectado un mínimo
de tres veces.

Nota. Las muestras y los extractos deben ser guardados a 4 °C en la oscuridad.

18. CROMATOGRAFÍA LIQUIDA DE ALTO RENDIMIENTO (HPLC)

Condiciones del Cromatógrafo liquido

Equipo: Shimadzu: SIL-20A / CBM-20A / CTO-20A / SPD-M20A / LC-20AT / DGU-20A5; Prominence
Flujo columna (ml/min.):

1,2

Volumen de Inyección:

10 µL

Temperatura en la columna:

40 C

Detector U.V.

254 y 210 nm o arreglo de diodos.

Fase móvil

C18: metanol / agua 50:50
C8: isopropanol / agua 15:85

CN: metanol / agua 50:50 ó agua / metanol / acetonitrilo 65:12:23
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Nota: antes de empezar a correr muestras, permita que toda la electrónica de equipo se caliente por 30
minutos aprox. Durante este periodo, pase fase móvil a través de la columna al flujo de trabajo y continúe
hasta que la línea base se estabilice.

19. PREPARACION DE LA MUESTRA

El método EPA 8330B, permite trabajar con muestras solidas y acuosas. Para muestras acuosas hay tres
procedimientos que pueden ser aplicados, dependiendo del nivel de concentración esperado en la muestra
y del equipo disponible, estos son:


Método de extracción a bajas concentración mediante Extracción en Fase Solida (SPE) (<1 mg/L)



Método de extracción a bajas concentraciones mediante el procedimiento de salting out; (<1 mg/L)



Método de análisis directo para altas concentraciones (1 – 50 mg/L)

10.1 Método Acuoso para Altas Concentraciones


Tomar 2 mL de la muestra liquida y adicionar 2 mL de acetonitrilo, agitar vigorosamente y con
ayuda de una jeringa, tomar el volumen total y filtrar a través de un filtro de 0,22 µm de nylon.



Descartar los primeros 2 mL del filtrado, depositar el resto en un vial para su análisis.

10.2 Método para Muestras Solidas y Sedimentos


Secar la muestra solida a temperatura ambiente, hasta peso constante, teniendo cuidado de no
exponer la muestra a la luz directa.



La muestra seca es tamizada hasta pasar por un colador de malla 2 mm.



Para obtener una submuestra, la muestra completa debe ser esparcida en una superficie limpia
hasta formar una capa de 1 o 2 cm de espesor, teniendo cuidado de generar polvos o perdida de
residuos.
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Tomar varias submuestras de la muestra de acuerdo al anexo A 5.0 de EPA8330B



Ponga 10 g de submuestra y adicione 20 mL de acetonitrilo, tapar bien. Agitar por un minuto en
vortex y colocar en baño ultrasónico enfriado (< 30 °C) por 18 horas.



Después de la extracción permita que la submuestra repose por 30 minutos. Usando una jeringa
desechable de 10 mL, remueva 8 mL del sobrenadante y filtre en un filtro de 0,22 µm de nylon,
deseche el primer mililitro. Si sólidos permanecen suspendidos en la fase del solvente, estos
pueden ser centrifugados.
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ANEXO D. RESULTADOS HPCL

A Continuación se presentan los cromatogramas arrojados por las
corridas en HPCL, para las muestras de Biorremediación de Pentolita,
después del aislamiento de las seis cepas encontradas; los resultados
presentados

fueron

realizados

en

la

Unidad

de

Saneamiento

Biotecnología Ambiental de la Pontificia Universidad Javeriana
2011/Mar/11
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y

CROMATOGRAMA 1. Blanco, Acetonitrilo-Agua

CROMATOGRAMA 2. Blanco, TNT 100ppm
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CROMATOGRAMA 3. 4am50ppm

CROMATOGRAMA 4. Pent100ppm
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CROMATOGRAMA 5. Cepa M1_11_t0

CROMATOGRAMA 6. Cepa M1_11_t1
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CROMATOGRAMA 7. Cepa M1_11_t2

CROMATOGRAMA 8. Cepa M1_16_t0

109

CROMATOGRAMA 9. Cepa M1_16_t1
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CROMATOGRAMA 10. Cepa M1_16_t2

CROMATOGRAMA 11. Cepa M1_17_t0
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CROMATOGRAMA 12. Cepa M1_17_t1

CROMATOGRAMA 13. Cepa M1_17_t2
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CROMATOGRAMA 14. Cepa M1_7_t0

CROMATOGRAMA 15. Cepa M1_7_t1
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CROMATOGRAMA 16. Cepa M1_7_t2

CROMATOGRAMA 17. Cepa M1_2_t0

CROMATOGRAMA 18. Cepa M1_2_t1
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CROMATOGRAMA 19. Cepa M1_2_t2
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CROMATOGRAMA 20. STOCK t0

CROMATOGRAMA 21. STOCK t1
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CROMATOGRAMA 22. STOCK t2

CROMATOGRAMA 23. Control Abiotico t0
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CROMATOGRAMA 24. Control Abiotico t1

CROMATOGRAMA 25. Control Abiotico t2
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CROMATOGRAMA 26. Blanco t0

CROMATOGRAMA 27. Blanco t1
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